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類似構造を有するアゾ化合物の遺伝毒性と立体構造の比較による、	
遺伝毒性につながる立体化学構造の解明	
	
【序論】 
	 近年多くの合成化合物が食品や衣類等の工業製品に使用されている。合成化合物の中には
発がん性が疑われているものも少なくない。それらの化合物の安全性試験にはサルモネラ菌
を用いた Ames 試験や動物細胞を用いた小核試験等が行われている。しかし、これらの方法
では化合物によってどのような損傷が誘導されるのかまでは特定することは出来ない。損傷
の種類を特定するため、DNA 損傷の種類を DNA 二本鎖切断、DNA 一本鎖切断、鎖間架橋、
塩基損傷の 4 種に分類した。DNA 二本鎖切断は最も重篤な損傷であり、修復されないまま
細胞内に残ると細胞死や細胞のガン化を誘導する。この損傷は Rad54 等による相同組換え
の経路や Ku70 等による非相同末端結合の経路によって修復される。当研究室ではニワトリ
B リンパ球細胞 DT40 においてそれぞれの DNA 修復経路が欠損した細胞を作製し、化学物
質の遺伝毒性試験法を開発してきた。この方法では、特定の化学物質に暴露した後の生存率
低下を DNA 修復経路の変異体と野生型の間で比較し、変異型細胞が野生型に対して有意な
生存率低下を示した場合、その化合物は DNA を損傷すると結論できることを原理としてい
る。この方法では、高感度かつ偽陽性を避けて遺伝毒性を評価することが出来る。また、こ
の方法を用いることで化合物が DNA 損傷を誘導するかどうかのみだけでなく、どのような
損傷を誘導するかまで調べることが出来る｛1｝。 
これまで個別の化合物の毒性に関して、様々な方法で遺伝毒性は検討されてきたが、遺伝毒
性を示す化学物質のどのような立体化学構造が、遺伝毒性の原因となるのかほとんど理解が
進んでいない。本研究では構造式の類似した 3 種のアゾ化合物に対して上記の遺伝毒性試験
を行うとともに、化合物の立体化学構造計算を行い、これらを比較することで遺伝毒性を引
き起こす化合物の構造を解明することを目的とした。 
【結果・考察】 
	 本研究では化学構造のよく似た 3 種のアゾ化合物、SudanⅠ、OrangeG、OrangeⅡの遺伝
毒性を試験した。序論に挙げたそれぞれの損傷を修復することが出来ない変異細胞と野生型
細胞に対してアゾ化合物を暴露し、細胞の生存率を比較することで遺伝毒性を調べた。生存
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率試験は液体培地で細胞を培養し、ATP 量によって生存率を測定する ATP assay 法とメチ
ルセルロース培地で細胞を培養し、生えたコロニーの数で生存率を算出する colony assay
法の２通り行った。どちらの試験でも、SudanⅠのみに対して RAD54/KU70 変異体が、野
生型細胞に対して有意に強い感受性を示した。RAD54/KU70 変異体は DNA 二本鎖切断を
修復する経路が機能しなくなっているため、DNA 二本鎖切断に高感受性を示すことから、
SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導されるということが示唆された。さらに、DNA
二本鎖切断に蓄積するγH2AX の免疫染色を行い、SudanⅠ処理時にγH2AX の蓄積が増加
することを確認した。続いて、SudanⅠ処理による M 期の染色体断裂の増加を調べたとこ
ろ、3 時間処理した細胞では染色体断裂の増加が確認されなかったのに対し、16 時間処理で
は染色体断裂の増加を確認した。3 時間処理では G２期の細胞のみが M 期に入るため、染
色体の断裂が DNA 複製に依存して発生するのかを調べることが出来る｛2｝。この結果から
SudanⅠによる DNA 二本鎖切断の誘導は複製を介して起こっているということが示唆され
た。これらの結果から SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導されていることが明らかと
なった。化学構造式の似た 3 種の化合物の遺伝毒性の違いが何に起因するのかを調べるため、
理論化学計算ソフト Gaussian を使用し、3 種の化合物の立体構造を計算した。その結果興
味深いことに SudanⅠのみが完全な平面構造を取っていることが明らかとなった。また、
OrangeⅡと Orange G はスルホン基を構造中に含むため、非常に嵩高く、負にチャージし
ていることがわかった。SudanⅠによる DNA 二本鎖切断の誘導は複製依存的に起こってい
るため、SudanⅠが塩基間にインターカレートし、複製フォークが停止・崩壊することで
DNA 二本鎖切断が生じるというモデルが示唆された。 
【展望】 
	 今回試験した化合物は 3 種のみであり、DNA 二本鎖切断の誘導のきっかけとなる構造が平
面構造以外にあるかどうかは明らかとなっていない。様々な化合物について遺伝毒性試験を
行い、DNA 二本鎖切断を誘導する化合物に共通した構造的特徴を明らかにすることを目的
に今後研究を推進する。 
1, Sangwoo Lee, Xiaoshan Liu, Shunichi Takeda, Kyungho Choi (2013) Genotoxic 
potentials and related mechanisms of bisphenol A and other bisphenol compounds: A 
comparison study employing chicken DT40 cells. Chemosphere 93 : 434-440 
2, Eiichiro Sonoda, Takashi Okada, Guang Yu Zhao, Satoshi Tateishi, Kasumi Araki, 
Masaru Yamaizumi, Takashi Yagi, Nicole S.Verkaik, Dik C.van Gent, Minoru Takata 
and Shunichi Takeda(2003) Multiple roles of Rev3, the catalytic subunit of polζ in 
maintaining genome stability in vertebrates. The EMBO Journal 22: 3188-3197 
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1. 序論 
 
	 近年多くの化学物質が生産、使用されている。それらの化学物質やその副産物が健康に
悪影響を及ぼす可能性が問題視されており、その安全評価が必要不可欠である。遺伝毒
性試験の目的は体細胞や生殖細胞に突然変異を引きおこし、健康に悪影響を与える物質
の同定をし、健康リスク評価に役立てることである。現在行われている遺伝毒性試験方
法は培養細胞や菌を使用する in vitro試験とマウスなどの動物を使用する in vivoの試験
等が挙げられる。In vitro の試験ではヒスチジン要求性のサルモネラ菌に化学物質を暴
露し復帰突然変異率によって変異原性を評価する Ames 試験や動物細胞に化合物を暴露
した際の染色体の異常を観察する染色体異常試験等がある。一方、In vivo の試験ではマ
ウスに継続的に化学物質を投与し、発がんによる死亡率を調べたり、変異の蓄積を解析
したりすることで化学物質の遺伝毒性を評価する。しかし、これらの方法では化合物に
よってどのような種類の DNA 損傷が誘導されるのかまでは特定することは出来ない。
化合物が誘導する DNA 損傷の種類を推定することは、化合物が DNA を損傷する分子
機構を理解する上で必須である。損傷の種類を推定するために、DNA損傷の種類をDNA
二本鎖切断、DNA 一本鎖切断、鎖間架橋、塩基損傷の 4 種に分類し、各種損傷の修復
を担当する経路の因子を欠損した変異体パネルを用いて、化合物の遺伝毒性について解
析した(Fig. 1)。 
 
 
 
 
 
 
 3 
 
Fig.1  
4 種に分類した DNA 損傷の種類とそれぞれに感受性を示す細胞株 
	 DNA 損傷を大きく 4 つに分類(左図)し、それぞれの損傷の修復に関わるタンパク質を
コードする遺伝子を破壊した細胞を使用した(右図)。 
 
 
	 DNA 二本鎖切断は DNA 二本鎖の両方が切断される最も重篤な損傷であり、修復され
ないまま細胞内に残ると細胞死や細胞のガン化を誘導する。この損傷は Rad54 等による
相同組換えの経路や Ku70 等による非相同末端結合の経路によって修復されるため、
RAD54/KU70 二重欠損細胞はこの損傷に対して超感受性を示す 1,2。DNA 一本鎖切断は
細胞内で最も高頻度に起こる損傷で DNA 二本鎖のうち一方が切断される損傷である。
この損傷は Polβ等によって修復されるため、POLβ欠損細胞はこの損傷に対して高感
受性を示す 3,4。鎖間架橋は DNA 二本鎖の間で共有結合が形成される損傷である。この
損傷は Fan1 等によるファンコニ経路で修復されるため、FAN1 欠損細胞はこの損傷に
対して高感受性を示す 5。塩基損傷はメチル基やアルキル基等が DNA に共有結合するよ
うな損傷である。その耐性化には損傷乗り越え合成が重要な役割を果たしている。Rev3
は損傷乗り越え合成で重要な役割を果たすタンパク質であるため、REV3 欠損細胞はこ
の損傷に対して高感受性を示す 6。当研究室ではニワトリ B リンパ球細胞 DT40 におい
てそれぞれの DNA 修復経路が欠損した細胞を作製し、化学物質の遺伝毒性試験法を開
発してきた(Fig. 1)。この遺伝毒物学を用いた方法では、特定の化学物質に暴露した後の
生存率低下を DNA 修復経路の変異体と野生型の間で比較し、変異型細胞が野生型に対
して有意な生存率低下を示した場合、その化合物は DNA を損傷すると結論できること
を原理としている(Fig. 2)。 
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Fig. 2 遺伝毒物学手法の概略図 
	 野生型細胞とDNA修復経路が欠損した細胞に遺伝毒性を調べたい化合物を同様に暴露
し、DNA 修復経路欠損細胞でのみ生存率が低下した場合試験した化合物は遺伝毒性が
有ると判断する。 
 
 
	 この方法では、高感度かつ偽陽性を避けて遺伝毒性を評価することが出来る。また、こ
の方法を用いることで化合物が DNA 損傷を誘導するかどうかのみだけでなく、どのよ
うな損傷を誘導するかまで調べることが出来る。本研究では構造の類似した 3 種の化合
物の遺伝毒性とその立体化学的構造の特徴の関係を調査した 7。また、これまで DT40
の変異型細胞では遺伝毒性試験が困難であった代謝毒物の毒性評価法を確立した 8。 
 
変異原性、遺伝毒性、発がん性について 
変異原性 
	 OECD9(Organization for Economic Co-operation and Development)のガイドライン
では、変異原性はより狭義の言葉で次世代へと引き継がれる DNA の変化や染色体構造
の異常を引き起こす性質としている。従って変異原性は以下の 4 点を含む。1)単一塩基
の置換や遺伝子、遺伝子断片の欠損、染色体の欠失	 2)染色体の欠失や転座を引き起こ
す染色体断裂	 3)染色体の異数化	 4)有糸分裂期の組換え 
 
遺伝毒性 
	 遺伝毒性は変異原性に比べて広義の意味で用いられており、変異原性に加えて DNA の
構造や遺伝情報に変化をもたらすが、次世代へ引き継がれないような DNA 損傷等も含

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
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

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むとしている 9。 
 
発がん性 
	 がんは多段階の過程によって引き起こされる遺伝子の病気である。その中には突然変異
の誘発やがん細胞の増殖を阻害するような免疫システムの妨害などが挙げられる。発が
ん性とは細胞のがん化の過程のいずれかのステッップに関わる性質である 10。 
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2 実験材料と実験方法 
2.1 使用した試薬 
○使用した試薬 
細胞培養用培地 RPMI1640   ナカライ 
L-グルタミン溶液    ナカライ 
ペニシリンストレプトマイシン混合溶液  ナカライ 
チキンシーラム     Gibco-BRL 
2-メルカプトエタノール    Invitrogen 
Fetal-bovine Serum    AusgeneX 
DMEM-Ham’s F12    GE 
DMSO      和光純薬 
S9 ミックス(染色体異常試験用)   家田化学薬品 
Cell-titer glo     プロメガ 
ギムザ染色液     ナカライ 
PBS      和光純薬 
コルセミド溶液     Gibco-BRL 
マルチマウント 480    松浪硝子 
パラホルムアルデヒド    和光純薬 
γH2AX 抗体     Millipore 
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG 抗体  Invitrogen 
DAPI      vector laboratries 
NaCl      和光純薬 
KCl     和光純薬 
Na2HPO3     国産化学 
KH2PO4      和光純薬 
NP40      シグマ 
BSA      ナカライ 
Tween20     関東化学 
メタノール     和光純薬 
酢酸      和光純薬 
アセトン     和光純薬 
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SudanⅠ      純正化学 
OrangeⅡ     和光純薬 
Orange G     ナカライ 
ベンゾピレン     シグマ 
N-ニトロソジメチルアミン   和光純薬 
 
調製試薬 
細胞培養用培地 
・RPMI1640    500ml 
・Fetal-Bovine Serum    50ml 
・チキンシーラム   	 5ml 
・ペニシリンストレプトマイシン混合溶液    5ml 
・L-グルタミン溶液(200mmol/L)  	 5ml 
・2-メルカプトエタノール (50mM)  500µl 
 
コロニーアッセイ用メチルセルロース培地 
・水     500ml 
・メチルセルロース    7.5g 
・DMEM Ham’s F12     1 袋 
・Fetal-Bovine Serum    75ml 
・チキンシーラム     5ml 
・L-グルタミン溶液(200mmol/L)    5ml 
・2-メルカプトエタノール (50mM)  500µl 
 
Carnoy’s Solution 
メタノール：酢酸＝３：１で混合した。 
 
PBS 
粉末になっている PBS を水で希釈して使用した。 
 
PBST 
１×PBS に Tween20 を 0.05%になるように混合した。 
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1%BSA/PBST 
1ml の PBST に 10mg の BSA を加えて溶かした。 
 
2.2 使用した機械 
遠心機 (KUBOTA) 
CO2 incubator (SANYO) 
EVWD 0.3 (NIKON) 
ECLIPSE 90i (NIKON) 
Ni-U (NIKON) 
Cyto-Tec (SAKURA) 
Fluoroscan Ascent FL (Thermofisher) 
 
2.3 使用した遺伝子破壊株 
 
RAD54-/-/KU70-/-・・・DNA 二本鎖切断に高感受性 
DNA 二本鎖切断は主に相同組換えの経路と非相同末端結合の経路の 2 つの経路によって
修復される。相同組換えの経路では Rad51 を中心として、Rad54 や MRN 複合体等が
働き、姉妹染色体を鋳型に DNA 複製を行うことで DNA 二本鎖切断の修復を完了する。
非相同末端結合では Ku70/Ku80 へテロ複合体が中心となり、二本鎖切断部位の DNA
末端同士を結合させることで修復を完了させる。RAD54-/-/KU70-/-の２重欠損株ではそ
のどちらの経路も機能が減弱しているため、DNA二本鎖切断を修復することが出来ず、
二本鎖切断を誘導する薬剤で処理した際に強い感受性を示す 2。 
 
POLβ-/-・・・DNA1 本鎖切断に高感受性 
細胞内の DNA に最も多く入る損傷が DNA 一本鎖切断であり、１日に数千もの損傷が誘
導されることが知られている。その損傷の修復は XRCC１や Polβ、PARP 等の酵素に
よって行われている。そのため、polβ-/-の細胞は DNA 一本鎖切断を誘導する薬剤に対
して高感受性を示す 3,4。 
 
FAN1-/-・・・鎖間架橋に高感受性 
鎖間架橋は二本鎖DNAの向かい合う塩基同士が共有結合をすることで形成される損傷で
ある。このタイプの損傷の修復にはファンコニタンパクと呼ばれる複数の酵素が関わっ
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ている。Fan1 もその酵素の中の 1 つであり、FAN1-/-の細胞では、鎖間架橋を誘導する
薬剤に対して高感受性を示す 5。 
 
REV3-/-・・・塩基損傷に高感受性 
DNA 複製は複製ポリメラーゼと呼ばれる酵素によって行われる。DNA 複製時に複製ポ
リメラーゼがアルキル化等の DNA 上の損傷にぶつかると複製ポリメラーゼは塩基を挿
入することが出来ず、その部位で停止してしまう。その複製停止の解除に働くのが損傷
乗り越え合成である。損傷乗り越え合成は、損傷乗り越えポリメラーゼと呼ばれる特殊
なポリメラーゼが損傷した塩基の向かいに塩基を挿入する”その場しのぎ”の DNA 合成
である。Rev3 は損傷乗り越えポリメラーゼζの活性サブユニットであり、REV3-/-の細
胞では損傷を乗り越えて DNA 合成をすることが出来ないため、DNA 付加体に対して高
感受性を示す 6。 
 
 
 
 
2.4 実験方法 
・	 ATP assay 
指数増殖期にある細胞を 1×104/ml に希釈し、24well プレートに 1ml ずつ分注した。毒
性を評価する化合物を目的の濃度になるように添加した。39.5℃で 2 日間培養し、細胞
培養液をよく懸濁した後、100µl を 96well プレートに移した。細胞を移した well に
cell-titor glo を 50µl 加え、Fluoroskan ascent FL プレートリーダーにセットした。１
分間のインターバルを置きながら 5 分間 120rpm でプレートをシェイクした。各 well
の ATP 発光量を測定し、化合物を添加しなかった well の測定値を生存率 100%の値と
し、各濃度での生存率を算出した。 
 
・	 Colony assay 
メチルセルロース培地に毒性を評価する化合物を目的の濃度になるように添加し、1 晩
4℃で撹拌した。化合物を混ぜたメチルセルロース培地を 6well プレートに 5ml 移し、4
時間 39.5℃で温めた。温めたメチルセルロース培地に細胞の個数を振って撒き、1 週間
39.5℃で培養した。生えて来たコロニーの数をカウントし、各濃度で(生えて来たコロニ
ーの数)/(撒いた細胞の数)を計算した。毒無しの well での(生えて来たコロニーの数)/(撒
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いた細胞の数)を生存率 100%とし、各濃度での細胞の生存率を算出した。 
 
・	 染色体断裂試験 
■16 時間暴露 
細胞を 4×105/ml の濃度になるように希釈し、化合物を添加して 16 時間培養した。13 時
間経過時にコルセミド溶液を最終濃度が 100ng/ml になるように加えた。 
 
■3 時間暴露 
細胞を 1×106/ml の濃度になるように調製し、化合物とコルセミドを同時に加えて 3 時間
培養した。 
 
■サンプルスライド作製 
細胞を遠心して回収し、1ml の 75mM KCl に懸濁して細胞を破裂させた。5ml の Carnoy’s 
solution で細胞を固定した。遠心して細胞を回収し、5ml の Carnoy’s solution を加えて
30 分間室温で処理した。その後遠心して細胞を回収し、100µl の Carnoy’s solution に
懸濁してスライドガラス上に懸濁液を滴下した。スライドガラスを乾燥させ、10 分間
5%ギムザ染色液に浸けて染色した。水道水でスライドガラスの裏側から水をかけてギム
ザ染色液を洗った後、アセトンで 3 回洗った。42℃に調節したホットプレート上にスラ
イドガラスを置いてアセトンを完全に揮発させ、マルチマウントオイルを２滴たらして
カバーガラスで封入した。 
 
■	 染色体断裂の評価 
作製したスライドガラスを顕微鏡で観察し、姉妹染色体間で同じ位置に断裂が入っている
ものを isochromatid break、姉妹染色体の片方に断裂が入っているものを chromotid 
break、他の染色体と不自然に結合しているものを chromatid exchange としてカウント
した。DT40 の染色体は顕微鏡下で目視できるマクロ常染色体が 11 本（１-5 番染色体、
２番染色体はトリソミー）、性染色体が ZW の 2 本、顕微鏡下で目視困難であるマイク
ロ常染色体が 67 本の合計 80 本となっている 2。このうち、目視困難である 67 本のマイ
クロ染色体と W 染色体を除いた、11 本のマクロ常染色体と Z 染色体のみを観察して断
裂の数を数えた。 
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・	 免疫染色 
■	 サンプルスライド作製 
	 薬剤で処理した細胞としていない細胞を遠心機を用いてスライドガラス上	 に乗せた。
バップペンで細胞を置いた位置を縁取り、4%PFA で 10 分間固定した。その後、PBS
で 5 分間 2 回洗浄し、0.1%NP40/PBST で 10 分間処理して細胞を破裂させた。破裂さ
せた細胞を PBS で 5 分間 2 回洗浄し、3%BSA/PBST でブロッキングした。3％
BSA/PBSTで 500倍に希釈した 1次抗体(Ser139がリン酸化されたヒストンを認識する
マウスのモノクローナル抗体)を 50µl 細胞の上に乗せ、37℃で 45 分間インキュベート
した。1 次抗体終了後、PBS で 5 分間 3 回洗浄し、3%BSA/PBST で 500 倍に希釈した
2次抗体(FITC抗マウス抗体)を50µl細胞に乗せて37℃で45分間インキュベートした。
２次抗体終了後、PBS で 5 分間 3 回洗浄したのち、DAPI を含むオイルを細胞に乗せて
カバーガラスをかけ、トップコートでコーティングしてカバーガラスを固定した。 
作製したサンプルスライドを蛍光顕微鏡で観察し、1 細胞あたり 5 個以上の γH2A の蓄積
が見える物をポジティブとした。 
 
・	 S9mix 処理 
毒性を評価する化合物と S9mix 溶液を 1 : 9 の割合で混合し、37℃で１時間インキュベー
トした。 
 
・	 量子化学計算による分子構造の最適化 
Gaussian ソフトウェアを用いて密度汎関数法によって行った。溶媒には水を選択し、
GaussView を 用 い て 初 期 構 造 を 入 力 し た 。 分 子 構 造 の 最 適 化 に は
Becke-Lee-Yang-Parr(B3LYP)11,12 パラメータを使用した。規定関数には 6-31G(d.p)を
全原子に適応して計算した。最適化構造はエネルギーの極小値で初期に指定した化学構
造にもっとも近いものが計算結果として表示される。 
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3 実験結果 
 
3-1 アゾ染料の遺伝毒性試験 
	 アゾ化合物とは化学構造式中にアゾ結合(-N=N-)を持つ化合物の総称である。アゾ化合
物は繊維製品や革製品、紙、化粧品等の様々な工業製品に使用されており、年間 80 ト
ン以上生産されている 13。本研究ではアゾ化合物の中で化学構造の類似した SudanⅠ、
OrangeⅡ、Orange G の遺伝毒性調査を行った(Fig. 3)。Ames 試験やマウスリンパ腫形
成試験によって SudanⅠの遺伝毒性は既に報告が成されているが 14,15、OrangeⅡと
Orange G の遺伝毒性については明らかとなっていない 16,17。また、遺伝毒性物質と非
遺伝毒性物質の立体化学構造についての理解はほとんど成されていない。それらの関係
を明らかにすることは化学物質の構造的な特徴からその遺伝毒性を推測出来るように
なることに繋がる。遺伝毒性の推測が出来るようになることはこれまで化学物質毎に行
っていた毒性評価の結果からのみだけでなく、化学物質の特徴からも実際に食品等に使
用可能かどうかの判断を出来るようになることに繋がる。化学物質の構造の特徴として
立体構造に着目した。化学物質の立体構造の計算は Gaussian0918,19,20を用いて計算する
ことが出来る。 
	 アゾ染料の中には遺伝毒性が疑われているものも数多くあり、OrangeⅡ、OrangeG の
その中の１つである。先に述べたように、SudanⅠは既に遺伝毒性の報告があるが、
OrangeⅡ、OrangeG についての報告はない。そのため、構造が類似したこれら 3 種の
化合物の遺伝毒性評価を行うことで構造が類似した化合物の遺伝毒性の違いを検証し
ようと試みた。DNA 修復経路欠損細胞と理論化学計算を組み合わせることでアゾ化合
物の遺伝毒性を評価するのに加え、遺伝毒性を持つ要因となる立体化学構造的特徴を調
査した。 
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Fig. 3 遺伝毒性を試験した 3 種のアゾ化合物 
 
 
SudanⅠのみが DNA 二本鎖切断を誘導する 
 
	 SudanⅠ、OrangeⅡ、Orange Gによって誘導されるDNA損傷の種類を特定するため、
DT40 変異株と野生型細胞に対してそれぞれの化合物の入った液体培地中で 2 日間細胞
を培養し、ATP assay により生存率を測定した。この方法は 100 µl の細胞液内に含ま
れる細胞を溶かし、その中に含まれる ATP の量をルシフェラーゼの発光量によって間
接的に測定する。化合物を加えない条件で培養した細胞懸濁液でのルシフェラーゼ発光
量を生存率 100%とし、化合物を加えた細胞懸濁液でのルシフェラーゼ発光量から生存
率を計算した。その結果、RAD54-/-/KU70-/-変異株が SudanⅠのみに対して感受性を示
し、POLβ -/- 、REV3-/- 、FAN1-/- の変異株は感受性を示さなかった (Fig. 4)。
RAD54-/-/KU70-/-変異株は DNA 二本鎖切断を修復することが出来ず、DNA 二本鎖切断
に対して高感受性を示す 21。この結果から SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導さ
れることが示唆された。この生存率試験の結果を検証するため、コロニーassay によっ
ても生存率試験を行った。この手法ではゼリー状のメチルセルロース培地に細胞を撒き、
よく混ぜてから１週間程培養する。１週間程で生細胞はコロニーを形成する。生えて来
たコロニーの数を撒いた細胞の数で割った値を化合物有りと無しの条件で比較するこ
とで生存率を算出する。こちらの実験でも SudanⅠに対して RAD54-/-/KU70-/-変異株の
みが野生型に対して有意な生存率の低下を示し、他の 3 種の変異株は感受性を示さない
という結果を得た(Fig. 5)。また、OrangeⅡ、OrangeG に対してはどの変異株も感受性
を示さなかった(Fig5)。 
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Fig. 4 ATP assay 法による 3 種のアゾ化合物の遺伝毒性試験 
	 RAD54-/-/KU70-/-変異株のみが SudanⅠに対して感受性を示し、REV3-/-、FAN1-/-、POL
β-/-変異株は感受性を示さなかった。このことは SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が
誘導されていることを示唆している。また OrangeⅡ、Orange G によってはどの変異株
も感受性を示さなかった。エラーバーは 3 回の実験の標準誤差を示している。 
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Fig. 5  colony assay 法による生存率試験の結果 
	  ATP assay 法の結果と同様、RAD54-/-/KU70-/-変異株のみが SudanⅠに対して感受性
を示し、REV3-/-、FAN1-/-、POLβ-/-変異株は感受性を示さなかった。エラーバーは 3
回の実験の標準誤差を示している。 
 16 
	 SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導されるという仮説を実証するため、免疫染色
法によって SudanⅠ暴露後のγH2AX の局在を観察した。γH2AX は DNA 二本鎖切断
が生じた部位に蓄積するタンパク質であり、その局在は DNA 二本鎖切断のマーカーと
して用いられる 22。免疫染色の結果 SudanⅠ暴露によってγH2AX の局在の数が増加し
ていることを確認した(Fig. 6)。また、OrangeⅡ、Orange G 暴露ではγH2AX の局在
は未処理の細胞と同程度であった(Fig. 6)。 
 
Fig. 6 アゾ化合物で細胞を処理した時のγ-H2AX の免疫染色の結果 
	 (左図)DAPI で染色された核内(青)にγH2AX の局在(緑)が確認された細胞の代表的な
図	 (右図)Y 軸:γH2AX の foci 形成をしている細胞の割合	 SudanⅠで処理した細胞で
は何も処理していない細胞に比べてγH2AX の foci 形成の割合が増加する。エラーバー
は 3 回の実験の標準誤差を示している。一回の実験につき、200 個以上の核を観察した。 
 
 
SudanⅠは染色体断裂を誘導する 
 
	 γH2AXの免疫染色の結果はSudanⅠによってDNA二本鎖切断が誘導されるという仮
説に一致している。	 SudanⅠによる DNA 二本鎖切断の誘導をさらに詳しく検証する
ため、染色体断裂試験を行った(Fig. 7A)。この実験では、姉妹染色体間で断裂が同じ位
置に生じているものを iso-chromatid break、姉妹染色体の片方でのみ断裂が生じてい
るものを chromatid break と定義した 1。細胞を 16 時間 SudanⅠ、OrangeⅡ、Orange 
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G を含む培地中で培養し、最後の 3 時間でコルセミドを加えて細胞を M 期に細胞を M
期に同調させて回収した。その後、実験方法の項に述べた方法でスライドガラス上に染
色体をスプレッドし、ギムザ染色液で染色体を染色した。観察の結果、SudanⅠ暴露に
よって RAD54-/-/KU70-/-の細胞で染色体断裂の数が野性型に比べて有意に増加した(Fig. 
7B)。染色体断裂は DNA 二本鎖切断の結果起こる 23,24,25 ということから、先に述べた
SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導されることに一致する結果となった。次に、
SudanⅠで 3 時間処理した細胞の染色体を観察した。この方法では GⅡ期の細胞が M 期
に入るまでの時間が 3 時間であるため、GⅡ期の細胞のみを選択的に M 期に導入させる
ことができ、染色体断裂が直接誘導されているのか、間接的に誘導されているのかを判
断することが出来る 26,27。この方法を用いて実験を行った結果、RAD54-/-/KU70-/-の細
胞での染色体断裂の増加は観察されなかった(Fig7. C)。この結果から SudanⅠによる
DNA 二本鎖切断の誘導はおそらく DNA 複製を介して間接的に行われているというこ
とが示唆された。 
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Fig. 7 染色体断裂試験の結果 
  (A)顕微鏡で観察した染色体断裂の代表的な図	 (B)アゾ化合物を含む培地で 16 時間培
養した際の M 期の細胞 50 個あたりの染色体断裂の数 (C)アゾ化合物を含む培地で 3 時
間細胞を培養した際の M 期の細胞 50 個あたりの染色体断裂の数	 エラーバーは 3 回の
実験の標準誤差を示している。 
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SudanⅠは平面構造を持つ 
	 これまでの試験の結果から SudanⅠのみが DNA 二本鎖切断を誘導するポテンシャル
を持っており、OrangeⅡと Orange G は DNA 二本鎖切断を誘導しないということが明
らかとなった。この遺伝毒性の違いが何に起因するのかを明らかにするため、理論化学
計算を用いて 3 種のアゾ染料の立体化学構造を計算した。その結果 SudanⅠのみが完全
な平面構造を持っており、OrangeⅡと Orange G は構造中のスルホン基のため、非常に
嵩高い立体構造を持つことがわかった(Fig. 8)。この結果から SudanⅠの平面構造が遺
伝毒性に影響しているということが示唆された。 
 
 
Fig. 8 
 3 種のアゾ化合物の構造を Gaussian09 で計算した結果 
	 (A)SudanⅠ (B)OrangeⅡ (C)Orange G (上のパネル)各分子の芳香族環を上から見た
図 (下のパネル)各分子の芳香属環を横から見た図	 SudanⅠのみが平面構造を取って
おり、OrangeⅡと Orange G は嵩高く、歪んだ構造を取っている 
 
 
	 本研究では化学構造の非常によく似た 3 種のアゾ化合物、SudanⅠ、OrangeⅡ、Orange 
G の遺伝毒性試験を行った。SudanⅠ暴露時に RAD54-/-/KU70-/-の細胞の生存率が野生
型細胞に比べて有意に低下したことから、SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導さ
れることが示唆され、それはγH2AXの免疫染色、染色体断裂試験の結果で確証された。 
	 SudanⅠは完全な平面構造を持つが、OrangeⅡと Orange G はおそらく構造中のスル
ホン基の影響で嵩高く、歪んだ構造を取っている。平面芳香族環はπ-πスタッキングに
よって他の分子と相互作用するため、SudanⅠが DNA 二本鎖の塩基間にインターカレ
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ートする可能性が考えられる。しかし、OrangeⅡと Orange G の立体構造はスルホン基
によって嵩高く、負にチャージしており、その２つの性質が物理的な障壁やクーロン反
発を引き起こして DNA との相互作用をブロックしていることが予想される。DNA にス
タックした SudanⅠは DNA 複製に干渉し、その結果複製フォークの崩壊を介して DNA
二本鎖切断を誘導すると考えられる。この仮説は SudanⅠで 3 時間処理した際に染色体
断裂の数が増加しなかったことによってサポートされている。このように DNA にイン
ターカレートする分子で知られているものには DAPI やエチジウムブロマイド等が挙げ
られる。これら 2 種の化合物も分子内に芳香族環を複数もっており、DNA にインター
カレートすることで強く結合し、発がん性を持つことが知られている。 
	 遺伝毒性を示す物質の立体化学構造の特徴を調べるため、化学構造の似た 3 種のアゾ化
合物の遺伝毒性を調べた。DT40 の変異パネルを用いた遺伝毒性試験方法と理論化学計
算を組み合わせることで化合物の立体構造が遺伝毒性に何らかの影響を与えうるとい
う結果が得られた。化学構造と遺伝毒性の関係はさらに研究されていくべき課題である。
本研究で扱った化合物は 3 種のみであり、DNA 二本鎖切断の誘導のきっかけとなる構
造が平面構造以外にあるかどうかは明らかとなっていない。今後様々な化合物について
遺伝毒性試験と立体化学構造計算を併せて行い、芳香族環の数、分子の大きさ、電荷の
偏りの強さ、分子内の芳香族環の距離等の因子が遺伝毒性に関わってくるかを調査して
いく。遺伝毒性と立体化学構造の関係を網羅的に調査し、そのデータベースが充実する
ことは新たな有機化合物が次々と生成される現代において大きな意義を持つ。Ames 試
験はヒトとは異なる遺伝学的システムで構成されている原核細胞を使う評価方法であ
るため、偽陰性や偽陽性が出てしまうことが問題であった 28。立体化学構造によってリ
スク評価が行えるようになれば Ames 試験で偽陰性であった化合物でも健康に被害があ
るかもしれないというより厳しい線引きが出来るようになる。現在行われている安全性
試験では Ames 試験によって陽性となった化合物はその後の試験を行うことなく食品や
薬品への使用を禁止される。そして Ames 試験で陰性となった化合物をマウスへ継続的
に投与し続けて発がん性の有無を調査している。マウスを用いた発がん性の調査は約２
年の期間がかかるため、時間と費用がかかる検査である。化学物質の構造の特徴から遺
伝毒性を推測することが出来るようになることは、マウスを用いた試験を行う前に発が
ん性を持つ可能性がある化合物の除外を行うことに繋がり、安全試験にかかる費用を削
減することにも繋がる。 
	 今回報告した DT40 細胞を用いる遺伝毒性試験方法は既に確立された試験系であるが、
細胞を用いる試験であるため、体内で代謝されて毒物となる化合物の遺伝毒性を正確に
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試験することが出来ないという問題点がある。その問題点を解決するため、試験管内で
の代謝を行ってから DT40 を用いた試験系を適応する試験方法の開発を試みた。 
 
 
 
3-2 DT40 変異株と S9mix 処理を融合した実験系の確立 
 
代謝毒性物質の遺伝毒性試験の確立 
 
	 DT40 細胞を用いた遺伝毒性試験では代謝後に遺伝毒性を示す化合物の正確な毒性評
価が出来ないという問題点を解決するため、試験管内で代謝反応を行い、代謝反応後の
化学物質を細胞に暴露することでこの問題点を解決しようと試みた。試験系の確立にあ
たり、代謝毒物のモデルとして代謝後に遺伝毒性を示すことが知られているベンゾピレ
ン及び N-ニトロソジメチルアミンを用いた。 
	 ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンはタバコや食品などに含まれている化学物
質の一種である。また工業製品の製造過程での有機物質の不完全燃焼によって発生する
気体や工業排水等に含まれているため、環境中へと放出され続けている。これらの化合
物の遺伝毒性については既に報告されているが 29,30、細胞の生存や染色体への影響につ
いてはまだ不明な点が多い。さらに、これらの化学物質による DNA 損傷を修復するた
めにどの修復経路が働くかについての報告は成されていない。また、これらの化合物は
生体内で代謝された後に遺伝毒性を示す代謝毒物であるため 31,32,33、これまでの DT40
変異パネルを用いた遺伝毒性評価ではその遺伝毒性を評価することが出来ない。そのた
め、化合物の代謝に Ames 試験でよく用いられている S9mix を用いた試験管内代謝系
を応用した。S9mix は雄ラットの腹腔内にフェノバルビタール及び 5,6-ベンゾフラボン
を投与して薬物代謝酵素を誘引した後に、肝臓を取り出してホモジネートし、9000G、
10 分の条件で遠心したものの上清部分にコファクターを加えて試験管内で代謝反応が
できるようにする試薬である 34。S9mix による試験管内での代謝と DT40 変異株による
遺伝毒性試験を組み合わせた実験系の完成は着色料や香辛料など幅広い化合物の安全
評価方法の確立に繋がると考えられる。 
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S9mix の細胞毒性試験 
 
	 ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンの代謝に S9mix を使用に先立ち、S9mix 自
体が持つ細胞の生存への影響を調べるため、細胞培養液中に S9mix を混合して２日間培
養し、ATP assay によって生存率を測定した。その結果 S9 の濃度が容量%で 0.6%を超
えると生存率が一気に低下するという結果が得られた(Fig. 7)。S9mix は代謝反応を行い
たい化学物質と 9:1 で混合して 37℃で１時間代謝反応を行う。そこに 10 倍量の細胞懸
濁液を加えて１時間化合物を暴露する。その後、細胞を 100 倍希釈して 24well plate に
移して 2 日間培養して生存率を測定する。この実験条件では化合物暴露時は S9mix の
濃度が約 10％、細胞培養時の S9 の濃度は 0.1%となる。細胞培養時の S9 の濃度は細胞
の生存に影響しないが(Fig. 9A)、10%の S9mix で１時間処理しても細胞に影響が出ない
かどうかを確かめるため、細胞を 10%の濃度の S9mix で１時間処理し、その後薬剤無
しの培地で 2 日間培養して細胞の成長に影響が無いことを確かめた(Fig. 9B)。 
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Fig. 9 
 S9mix 自体の細胞毒性の結果 
	 (A)Y 軸:生存率 X 軸:S9mix の容量%濃度 細胞を S9mix が含まれる培地で 2 日間培養
した際の生存率試験の結果	 S9 の濃度が 0.4%になると細胞の生育に影響が出始める 
(B)細胞を S9mix で 1 時間処理した際の生存率	 S9mix の濃度が 10%でも 1 時間の処理
であればその後の細胞の生育に影響は無い 
 
 
ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンの細胞毒性 
 
	 ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンを細胞に暴露するに先立って、試験管内代
謝のために S9mix と混合し、37℃で 1 時間処理した。その後、1×106/ml の細胞を 500 
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µl 加え、39.5℃で 1 時間処理した。この時の S9mix の濃度は 10%となるが、１時間の
短期暴露では細胞の生存に影響を与えない(Fig. 9B)。化合物に暴露後、細胞を培地で 100
倍希釈して 2 日間培養し、ATP assay 法を用いて生存率を測定した。その結果、S9mix
で代謝した後の化合物で細胞毒性が著しく増加するという結果を得た(Fig. 10A,B)。従
って、S9mix 処理によって化合物の性質が変化し、代謝毒物の遺伝毒性を持つようにな
る化合物の遺伝毒性を検出する実験系の構築が出来ると考え、実験を続けた。 
 
Fig. 10  
S9 処理した化合物と未処理の化合物の細胞毒性試験の結果 
	 (A)ベンゾピレン暴露時の細胞の生存率  (B)N-ニトロソジメチルアミン暴露時の細胞
の生存率 どちらの化合物も S9 処理によって細胞毒性が増した。Y 軸:生存率 X 軸:化合
物の濃度 黒いライン:S9 処理有り	 灰色のライン:S9 処理無し 
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REV3 はベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンによって引き起こされる
DNA 損傷への耐性化に重要な役割を果たす 
 
	 2 種の化合物によって引き起こされる DNA 損傷の種類を特定するため、使用した遺伝
子破壊株の項に挙げた REV3-/-、RAD54-/-/KU70-/-、FAN1-/-、POLβ-/-の細胞を使用した。
それぞれの細胞に S9 代謝後のベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンを暴露した結
果、REV3-/-の細胞が両方に強い感受性を示した(Fig. 11)。Rev3 は DNA 上のメチル化
や DNA 付加体等を乗り越えて複製を続行する損傷乗り越え合成で中心的役割を果たす
ため、REV3-/-の細胞は DNA 付加体を形成する化合物に対して強い感受性を示す 6。こ
の結果はベンゾピレンとN-ニトロソジメチルアミンがDNA付加体を形成するという報
告に一致している 30,31,32,33。興味深いことに RAD54-/-/KU70-/-の細胞も代謝後のベンゾ
ピレンに対して高感受性を示した(Fig. 11)。先にも述べたように RAD54-/-/KU70-/-の細
胞は DNA 二本鎖切断を修復する 2 つの経路が減弱しているため、これはベンゾピレン
が代謝後に DNA 二本鎖切断を誘導することを示唆している。ベンゾピレン、N-ニトロ
ソジメチルアミンの生存率試験の結果から代謝後に遺伝毒性を示す化学物質の遺伝毒
性も S9mix を用いることで DT40 の変異株を使用する実験系によって検出可能である
と結論づけた。 
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Fig. 11  
ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンの生存率試験の結果 
	 (左側)S9 代謝有りでの生存率 (右側)S9 代謝無しでの生存率	 どちらの化合物に対して
も REV3-/-変異株が感受性を示した。代謝無しの条件では野生型と変異株の間で有意な
生存率の差は見られなかった。 
 
ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンは染色体断裂を誘導する 
 
	 REV3-/-細胞の生存率の低下がベンゾピレンとN-ニトロソジメチルアミンによって誘導
された DNA 損傷によるものであることを結論づけるために染色体断裂試験を行った。
染色体断裂の評価法はアゾ染料の遺伝毒性試験で行った方法と同じ方法を用いた。
S9mix で１時間処理した化合物に細胞を１時間暴露し、薬剤の入っていない培地で 12
時間培養した。その後、細胞を回収し、スライドガラス上に染色体のスプレッドを作製
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して染色体を観察した。その結果、2 種の化合物で処理した際、REV3-/-の細胞で野生型
と比較して有意に染色体断裂の数が増加した(Fig. 12)。 
 
 
 
Fig. 12  
12 時間暴露時の染色体断裂試験の結果 
	 ベンゾピレン処理時に REV3-/-変異株と RAD54-/-/KU70-/-変異株で断裂の数が増加した。
黒いバー :isochromatid break 白いバー :chromatid break 灰色のバー :chromatid 
exchange 
 
 
 
	 染色体断裂は DNA 二本鎖切断に依存して観察されるが、複製フォークが DNA 損傷部
位にぶつかることでも観察されることが報告されている 2。従って、REV3-/-の細胞での
染色体断裂数の増加は損傷乗り越え合成が出来ないことによる DNA 損傷部位での複製
の停止の結果起こった物であると考えられる。次に RAD54-/-/KU70-/-細胞がベンゾピレ
ンに感受性を示したことに着目して実験を行った。染色体断裂試験により、
RAD54-/-/KU70-/-細胞はベンゾピレン処理時に染色体断裂数が増加するという結果を得
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た(Fig. 12)。この断裂が複製を介して間接的に誘導されているのか、直接誘導されてい
るのかを調べるため、ベンゾピレン暴露後に 3 時間培養した細胞を回収して染色体を観
察した。この方法を用いることで化合物によって誘導される DNA 二本鎖切断が複製を
介して間接的に誘導されるのか、複製を介さずに直接誘導されるのかを調べることが出
来る。この実験条件でも RAD54-/-/KU70-/-細胞で断裂の数が野生型に比べて有意に増加
していることから、ベンゾピレンによる DNA 二本鎖切断の誘導は複製を介さなくても
起こるということが示唆された(Fig. 13)。 
 
 
Fig.13  3 時間暴露時の染色体断裂試験の結果 
	 S9 処理後のベンゾピレンによって 3 時間暴露時にも染色体断裂の数が増加したことか
ら、ベンゾピレンは複製を介さずにも DNA 二本鎖切断を誘導していることが示唆され
た。 
 
 
	 本実験で S9mix を用いることで代謝後に毒性を示す化合物の遺伝毒性評価法を確立し
た。また、この実験系を用いてベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンの遺伝毒性を
評価することに成功した。REV3-/-細胞は代謝後の両物質に対して高感受性を示し、これ
らの化合物による DNA 損傷の耐性化には損傷乗り越え合成が重要な働きをしているこ
とが示唆された。この結果はベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンが DNA 付加体
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を形成するという報告に一致している。このことから本研究で確立した実験系は代謝毒
物の毒性評価法として信頼性の高い実験系であると考えられる。 
	 RAD54-/-/KU70-/-細胞がベンゾピレンに対して感受性を示したことから、ベンゾピレン
によって DNA 二本鎖切断が誘導されることが示唆された。実際にベンゾピレン暴露時
に染色体の断裂数が増加したことから確かにベンゾピレンによって DNA 二本鎖切断が
誘導されていることを確認した。この結果はベンゾピレンが DNA 二本鎖切断を引き起
こしうるという報告に一致している 35。しかし、染色体の断裂は複製フォークの崩壊の
結果としても起こるため、ベンゾピレンによる DNA 二本鎖切断が複製を介して誘導さ
れるのか、複製を介さず直接 DNA 二本鎖切断を誘導しているのかを調べた。その結果
ベンゾピレンは複製を介さずにも DNA 二本鎖切断を誘導することが明らかとなった。
近年、単一塩基の変異よりも染色体の転座が腫瘍発生に重要な要因であることが明らか
となっている 37。本研究の結果から、ベンゾピレンによる DNA 二本鎖切断がベンゾピ
レンによる腫瘍発生の要因であるという可能性が示唆された。 
	 代謝活性を必要とする遺伝毒物の評価法の確立は DT40 の変異株を用いた遺伝毒性評
価 36で試験することの出来る化合物の幅を広げることに繋がると考えられる。代謝の結
果、ベンゾピレンはベンゾピレンジオールエポキシドに変化し、DNA 付加体を形成す
る。また、N-ニトロソジメチルアミンは代謝によってメチルアミンへと変化し、o-メチ
ルグアニンを形成する 38。これら 2 つの化合物による DNA 付加体とベンゾピレンによ
る DNA 二本鎖切断を検出することが出来た。しかし、代謝後にベンゾピレンによって
DNA 二本鎖切断が誘導される機構については不明な点が残っているため、今後の研究
でその機構について明らかにしていく。本研究によって代謝毒物がどのような DNA 損
傷を誘導するかを明らかにする実験系が確立された。 
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４ まとめと考察 
	  
	 本研究では遺伝毒性を持つ化合物の化学構造の特徴の解明とこれまで細胞を用いた試
験では検出が難しかった代謝毒物の遺伝毒性試験方法の確立を目的に実験を進めた。 
	 遺伝毒性を持つ化学構造の解明のため、構造が非常によく似たアゾ化合物であるSudan
Ⅰと OrangeⅡ、Orange G について遺伝毒性試験を行い、SudanⅠのみが DNA 二本鎖
切断を誘導していることが示唆され、それは染色体断裂試験やγH2AX の免疫染色によ
って立証された。そして、それら 3 種の化合物の立体構造を理論化学計算によって求め
たところ、SudanⅠのみが平面構造を取っていることが明らかとなった。このことは化
合物の遺伝毒性が立体構造に影響を受けるという可能性を示唆しており、これまで理解
が進んでいなかった遺伝毒性と立体構造の相関を明らかにする上で重要な位置づけと
なることが予想出来る。 
	 代謝毒物の遺伝毒性の評価法の確立には Ames 試験で用いられている S9mix を用いる
ことでこれまで培養細胞を用いた試験では検出することが出来なかった代謝毒物の毒
性を検出するための試験系の作製に成功した。また、意外にも DNA 付加体を形成する
ことが知られているベンゾピレンが複製を介さずに DNA 二本鎖切断を誘導することも
明らかとなった。 
	 今回得た結果は現在行われている化学物質の安全性評価を改善させることに繋がるも
のとなることが予想される。理論化学による立体構造計算のみだけでなく、分子の大き
さや官能基、電荷、その他の遺伝毒性に繋がる特徴が明らかになり、遺伝毒性と構造的
特徴の相関を示すデータベースが充実することは、化学物質の特徴から遺伝毒性を推測
出来るようになることに繋がる。そのデータベースに基づき、遺伝毒性が予想される化
合物に対しては動物への投与試験を行わないとすることで安全評価にかかる費用を軽
減することが出来る。培養細胞を用いることで化合物の細胞に対する影響を約１週間で
判断することができるため、約 2 年かかる動物実験を行うかどうかを迅速に判断するこ
とが出来るのに加え、S9mix で化合物を処理することで代謝毒物についても偽陰性・偽
陽性を減らすことが出来たため、正確性も大幅に改善されたと言える。しかしながら、
本研究で扱った化合物は 5 種のみであり、遺伝毒物の構造的特徴を探るには種類が少な
い。今後遺伝毒物の特徴を探るため、化合物ライブラリを用いた数万〜数十万種類の化
合物の毒性評価をハイスループットスクリーニングによって行う必要がある。 
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